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Wpływ ostrego zatrucia herbicydem 2,4-D na proces granulogenezy 
w granulocytach kwasochłonnych 


BnuaHue ocrporo OTpaBieHKA TEpÓKUMAOM 2,4-D ha nponecc rpanynorenesa 
B aŭkAOQDMIBUBIX TDAHYAOUMTAX 


An Effect of Acute Poisoning with Herbicide 2,4-D on the Granulogenesis 
in Eosinophiles 


Kwasy chlorofenoksyoctowe uzywane sa powszechnie w rolnictwie w celu 
selektywnego, chemicznego zwalczania chwastów. Wykazują one, podobnie jak na- 
turalne auksyny, zdolność regulowania wzrostu roślin. Po podaniu herbicydów 
z tej grupy obserwuje się zahamowanie podstawowych funkcji fizjologicznych i za- 
mieranie roślin. Spowodowane jest to zachwianiem równowagi hormonalnej przez 
wprowadzenie związków chemicznych o działaniu analogicznym jak naturalne, roś- 
linne regulatory wzrostu. 

Macierzystą substancją kwasów chlorofenoksyoctowych jest kwas 2,4-dwuchlo- 
rofenoksyoctowy (2,4-D), którego sole i estry są także często stosowane podczas zat 
biegów agrotechnicznych. 

Znajomość metabolizmu 2,4-D w tkankach roślin i organizmach zwierząt jest 
bardzo istotna w ochronie zdrowia ludzi i zwierząt narażonych na kontakt z tym 
preparatem. Ważne jest również poznanie wpływu tego herbicydu na poszczególne 
narządy i tkanki. 

Stwierdzono, że ok. 94% i więcej ogólnej ilości wprowadzonego do organizmu 
szczura 2,4-D wydalana jest z moczem w formie nie zmienionej (18). Erne (7) 
wykazał, że po upływie kilku godzin od podania szczurowi jednorazowej dawki 
2,4-D w ilości 100 mg/kg ciężaru ciała w nerce można było wykryć znacznie więcej 
herbicydu niż w innych narządach, np. w wątrobie, mięśniach itp., oraz prawie 
dwa razy więcej niż w surowicy krwi. Ten sam autor zwrócił również uwagę 
w doświadczeniach in vitro na możliwość gromadzenia się badanego związku w ko- 
mórkach krwi w ilości ok. 10% tej, która występowała w surowicy. 
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Narazenie tkanek na toksyczny wplyw 2,4-D oraz wykazanie jego 
obecności w komórkach krwi skłoniły nas do podjęcia próby prześledze- 
nia procesu powstawania krwinek w szpiku szczura w przypadku ostrych 
zatruć tym związkiem. Obserwacje prowadzone były przy zastosowaniu 
techniki mikroskopowo-elektronowej uzupełnionej badaniami cytoche- 
micznymi w celu łatwiejszego zanalizowania granulogenezy w wybranych 
przez nas granulocytach kwasochłonnych. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


Wskaźnik ostrej toksyczności DLzo dla 2,4-D, podawany przez różnych autorów, 
waha się w dość dużych granicach, np. 300—1000 mg/kg ciężaru ciała (19). W bada- 
niach naszych przyjęliśmy DLs) dla badanego herbicydu równą 400 mg/kg ciężaru 
ciała przy podaniu dootrzewnowym. Wartość ta określona została przez Podolak 
(15) przy użyciu soli sodowej kwasu 2,4-dwuchlorofencksyectowcgo dla szczurów 
hodowli własnej. Taka sama chemiczna postać herbicydu i szczury z tej samej ho- 
dowli użyte zostały do naszych doświadczeń. 

Obserwacje prowadzone były na 24 szczurach białych, samcach hodowli włas- 
nej, o ciężarze ciała ok. 160—i80 g. Wśród zwierząt wyodrębniono 3 grupy doświad- 
czalne, po 8 szczurów w każdej. Jako punkt odniesienia dla oceny uzyskanych wy- 
ników, służyły nam wykonane wcześniej w warunkach fizjologicznych, morfologicz- 
ne i cytochemiczne badania rozwijających się granulocytów kwasochłonnych w szpi- 
ku szczurów (8). 

Zwierzęta doświadczalne otrzymywały jednorazowo dootrzewnowo herbicyd 
2,4-D, w następujących dawkach: grupa I — 0,2 DLy, grupa II — 0,4 DLzo, grupa 
III — 1,0 DLy. Tkanke szpikową z kości udowych pobierano w narkozie etero- 
wej od szczurów wszystkich grup doświadczalnych po upływie 24 godz. od mo- 
mentu podania preparatu 2,4-D. Prowadzono badania morfologiczne i histochemicz- 
ne, wykonując reakcję z dwuaminobenzydyną na obecność mieloperoksydazy. 

Materiał do badań morfologicznych utrwalano w 4% aldehydzie glutarowym 
zbuforowanym buforem kakodylowym do pH 7,2, z 1% dodatkiem sacharozy, przez 
1 godz. w temp. 0—+4°C. Po wypłukaniu w takim samym buforze i o tym samym 
pH, lecz z 7% dodatkiem sacharozy, szpik dotrwalano w 1% roztworze OsO;,, zbufo- 
rowanym do pH 7,2 buforem kakodylowym, z dodatkiem 5% sacharozy. Czas i tem- 
peratura były nie zmienione w porównaniu do pierwszego etapu utrwalania. Po 
analogicznym jak wyżej płukaniu, materiał przenoszono do 0,5% roztworu octanu 
uranylu w buforze weronalowo-octanowym z dodatkiem 4% sacharozy na okres 
1 godz. w temp. pokojowej. Następnie szpik plukano w buforze weronalowo-octa- 
nowym z 7% zawartością sacharozy, odwadniano w szeregu alkoholi etylowych 
o wzrastających stężeniach i zatapiano w Eponie 812. 

W celu wykazania aktywności mieloperoksydazy, tkankę utrwalano przez 2 godz. 
w 1,5% roztworze aldehydu glutarowego w buforze kakodylowym o pH 7,2, z dodat- 
kiem 1% sacharozy, w temp. 0—+4°C. Po 2 godz. płukaniu w wyżej wymienionym 
buforze, zawierającym 7% sacharozy, wykonywano reakcję z dwuaminobenzydyną 
w obecności H,O, Inkubację przeprowadzano w ciągu 60 min. przy pH 7,0 w temp. 
37°C. Do płynu inkubacyjnego dodawano 5% sacharozy oraz 1% dwumetylosulfo- 
tienku, jako środka ułatwiającego przenikanie substratów przez błony cytoplazma- 
tyczne komórek szpiku. Następnie materiał dotrwalano w 1% OsO; i postępowano 
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dalej tak samo, jak w przypadku przygotowywania tkanki do badań morfologicz- 
nych. ; 

Skrawki krojono na ultramikrotomie Tesla BS-490, a preparaty ogladano i fo- 
tografowano w mikroskopie elektronowym Tesla BS-613 (CSSR). 


BADANIA WLASNE 


Grupa I doŝwiadczalna 


Komórki szeregu rozwojowego granulocytów kwasochłonnych nie wy- 
kazywały odchyleń od normy. Obraz morfologiczny struktur wewnątrz- 
komórkowych był prawidłowy. Granulopoeza także przebiegała podob- 
nie, jak to obserwowano w badaniach wcześniejszych u szczurów (8) w wa- 
runkach fizjologicznych. W mieloblastach i promielocytach produkt reak- 
cji z DAB występował w kanałach siatki endoplazmatycznej, strukturach 
Golgiego oraz we wszystkich ziarnistościach cytoplazmatycznych (ryc. 1). 
W. mielocytach pojawiały się ziarnistości, zawierające rdzeń (krystaloid), 
w których produkt reakcji cytochemicznej zlokalizowany był w części 
obwodowej, rdzeń natomiast był go pozbawiony (ryc. 2). W miarę dal- 
szego dojrzewania zwiększała się w komórkach ilość ziarnistości opatrzo- 
nych rdzeniem i stanowiły one zdecydowaną większość w formach doj- 
rzałych. 


Grupa II doświadczalna 


W szpiku szczurów przeważały młode i dojrzałe granulocyty o pra- 
widłowej budowie. Nieliczne mielocyty i bardziej od nich dojrzałe for- 
my zawierały elektronowo jasne wakuole (ryc. 3). Na elektronogramach 
z wykonaną reakcją na obecność mieloperoksydazy (ryc. 4) można było 
zauważyć nieprawidłowy obraz ziarnistości nie posiadających rdzenia. 
Zatracały one swoje wyraźne kontury i przybierały kształt nieregularny. 
Niekiedy peroksydazo-dodatnia zawartość ziarna była oddzielona od ota- 
czającej ją błony wąską, elektronowo jasną przestrzenią. Czasem rów- 
nież w obrębie wakuoli występował materiał wykazujący obecność pro- 
duktu reakcji z DAB. 


Grupa III doświadczalna 


W licznych komórkach rozwijających się granulocytów kwasochłon- 
nych obserwowano cechy różniące je od tego samego typu komórek uzy- 
skanych ze szpiku szczurów stanowiących nasz punkt odniesienia. Do- 
tyczyły one: zmniejszenia ilości peroksydazo-dodatnich ziarnistości, poz- 
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bawionych rdzenia, oraz obecności licznych i dużych, elektronowo jas- 
nych wakuoli, wypełnionych bardzo zróżnicowanym materiałem. Był on 
drobnoziarnisty, gruboziarnisty, błoniasty, niekiedy omawiane wakuole 
zawierały liczne, drobne pęcherzyki i przypominały ciałka wielopęche- 
rzykowe (ryc. 5). Na preparatach z wykonaną reakcją z DAB w obrębie 
wakuoli znajdował się materiał wykazujący obecność produktu reakcji 
(ryc. 6). W promielocytach i mielocytach wzrosła również ilość ziarni- 
stości, w których ich peroksydazo-dodatnia zawartość oddzielona była od 
błony dość szeroką, elektronowo jasną przestrzenią (ryc. 7). W niektó- 
rych komórkach występowały duże struktury mielinowe (ryc. 8). Ziar- 
nistości zawierające rdzeń, jak się wydaje, występowały w ilości podob- 
nej, jak w szpiku zwierząt nie zatruwanych 2,4-D (8). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 


Granulocyty kwasochłonne człowieka i wyższych zwierząt zaangażo- 
wane są w pewne, specyficzne dla nich procesy. Stwierdzono wzrost ich 
liczby w przebiegu niektórych schorzeń pasożytniczych i alergicznych. 
Szczególne powinowactwo eozynofili do kompleksów antygen—przeciw- 
ciało może sugerować udział tych krwinek w procesach immunologicz- 
nych (5). Mann (13) wykazał zależność funkcjonalną pomiędzy gra- 
nulocytami kwasochłonnymi i komórkami tucznymi, polegającą na fa- 
gocytowaniu przez wyżej wspomniane leukocyty ziarnistości uwalnia- 
nych z komórek tucznych. Może to wskazywać — zdaniem autora — na 
udział eozynofili bądź w regulowaniu poziomu histaminy, bądź też w sty- 
mulowaniu i różnicowaniu komórek tucznych. 

Granulocyty kwasochłonne są jednak podobne pod pewnymi wzgle- 
dami do obojętnochłonnych. Wspólnymi cechami obu rodzajów krwinek 
jest na przykład zdolność poruszania się, chemotaksja, zdolność do fago- 
cytozy i wewnątrzkomórkowego trawienia pochłoniętego materiału. Zdol- 
ność pochłaniania przez eozynofile egzogennego materiału oraz możli- 
wość wykorzystania zawartości ziarnistości w procesie trawienia w obrę- 
bie wakuoli fagocytarnych, zostały udokumentowane przez wielu auto- 
rów (5, 6, 9, 17). Ta wspólna cecha funkcjonalna granulocytów kwaso- 
chłonnych i obojetnochionnych znajduje swoje uzasadnienie w podobnym 
wyposażeniu enzymatycznym ziarnistości obu rodzajów krwinek. Takim 
wspólnym enzymem, wykazanym również i w naszych obserwacjach, jest 
mieloperoksydaza, syntetyzowana już w stadium promielocytów, zarów- 
no przez eozynofile, jak i neutrofile. Mieloperoksydaza w połączeniu 
z H»O; i chlorowcopochodnymi (Cl^, J^) wywiera efekt bakteriobojczy. 
zarówno w granulocytach obojętnochłonnych (4, 10), jak i kwasochłon- 
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nych (3, 14). Wykorzystywana jest zatem w wakuolach fagocytarnych, 
a dostaje sie do ich wnętrza poprzez fuzję błon wakuoli z błonami ota- 
czającymi ziarnistości. Oprócz tego enzymu w ziarnistościach obu rodza- 
jów granulocytów wykryto obecność kwaśnej fosfatazy, wyznacznika en- 
zymów lizosomalnych, oraz inne hydrolazy (1, 2, 11). 

Wskazane wyżej podobieństwa funkcjonalne oraz obecność takich 
samych białek enzymatycznych, potwierdzone obserwacjami cytochemicz- 
nymi w mikroskopie elektronowym, skłoniły wielu autorów do badań 
porównawczych nad tymi rodzajami krwinek. Wyniki tych badań wy- 
kazały, że eozynofile nie niszczą jednak pewnych mikroorganizmów (np. 
Staphylococcus aureus) tak efektywnie, jak neutrofile, z powodu mniej- 
szej zdolności fagocytarnej (3). Ci sami autorzy wykazali również róz- 
nice funkcjonalne między peroksydazą eozynofili i neutrofili. Cline 
i wsp. (5) donoszą o mniejszej zdolności granulocytów kwasochłonnych 
do fagocytowania pewnych grzybów i niszczenia pochłoniętych mikro- 
organizmów. Wydaje się zatem, że zaangażowanie w procesy fagocy- 
tarne obu rodzajów granulocytów, chociaż bardzo podobne, nie jest jed- 
nak identyczne. 

Badając wpływ kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyoctowego na proces pow- 
stawania granulocytów obojętnochłonnych szpiku szczura (12), stwier- 
dziliśmy pojawianie się wakuoli fagocytarnych w rozwijających się ko- 
mórkach tego rodzaju krwinek oraz udział ziarnistości peroksydazo-do- 
datnich w trawieniu wewnątrzkomórkowym. Podobne obrazy uzyskaliś- 
my również w komórkach szeregu rozwojowego granulocytów kwaso- 
chłonnych w przypadku ostrych zatruć herbicydem 2,4-D. Obecność wa- 
kuoli fagocytarnych można było zaobserwować w promielocytach, mie- 
locytach i dojrzałych krwinkach, w tej grupie zwierząt, które otrzymy- 
wały dawkę 0,4 DLs. Po podaniu większej dawki badanego preparatu 
(DLs) wzrosła ilość i wielkość wakuoli. Wypełnione były one materia- 
łem ziarnistym, włóknistym oraz zawierały struktury mielinowe i drob- 
ne pęcherzyki. Wyglądem swoim przypominały lizosomy wtórne i ciała 
resztkowe, bedace produktem lizosomalnego trawienia. 

W procesy wewnątrzkomórkowego. trawienia, jak się wydaje, są za- 
angażowane przede wszystkim peroksydazo-dodatnie ziarnistości eozyno- 
fili, pozbawione rdzenia. Obserwowano bowiem obecność wakuoli fago- 
cytarnych w stadium promielocyta tzn. wtedy, kiedy komórki jeszcze 
nie wytwarzały ziarnistości specyficznych, opatrzonych rdzeniem. Poza 
tym tylko ziarnistości pozbawione rdzenia posiadały często zmieniony 
wygląd morfologiczny. W takich przypadkach przyjmowały one niere- 
gularny kształt oraz pojawiała się, różnej wielkości, elektronowo jasna 
przestrzeń, odgraniczająca peroksydazo-dodatnią zawartość ziarna od ota- 
czającej je błony. W formach dojrzałych ponadto, mimo obecności licz- 
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nych i dużych wakuoli fagocytarnych, ziarnistości posiadające rdzeń, 
a więc specyficzne, występowały dość licznie. Degenerację tylko ziarni- 
stości specyficznych obserwowali między innymi Presently i wsp. 
(16) u chorych leczonych solami złota. Znane są więc przypadki, że tyl- 
ko jeden rodzaj ziarnistości granulocytów kwasochłonnych był zmie- 
niony. 

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, że ostre zatru- 
cie herbicydem 2,4-D powoduje zainicjowanie procesów związanych z fa- 
gocytozą i trawieniem wewnątrzkomórkowym w rozwijających się i doj- 
rzałych komórkach granulocytów kwasochłonnych szpiku szczura. 
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OBJASNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Grupa I doświadczalna. Mieloblast. Produkt reakcji z DAB obecny w ka- 
nałach siatki endoplazmatycznej i strukturach Golgiego. Pow. ok. 25000X. 

Ryc. 2. Grupa I doświadczalna. Mielocyt. Produkt reakcji z DAB obecny w ziar- 
nistościach. W ziarnistościach zawierających rdzeń produkt reakcji występuje tylko 
na obwodzie. Pow. ok. 25 000 X. 

Ryc. 3. Grupa II doświadczalna. Mielocyt. Pow. ok. 42 000X. 
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Ryc. 4. Grupa II doświadczalna. Mielocyt. W ziarnistościach produkt reakcji 
z DAB. Pow. ok. 25 000X. 

Ryc. 5. Grupa III doŝwiadczalna. Mielocyt (z lewej), metamielocyt (z prawej). 
Pow. ok. 20000X. 

Ryc. 6. Grupa III doświadczalna. Mielocyt. Produkt reakcji z DAB w obrębie 
wakuoli fagocytarnych. Pow. ok. 20 000X. ` 

Ryc. 7. Grupa III doświadczalna. Mielocyt. W ziarnistościach obecny produkt 
reakcji z DAB. Pow. ok. 20 000 X. 

Ryc. 8. Grupa III doświadczalna. Mielocyt. Pow. ok. 33000X. 


OBJAŚNIENIA SKRÓTÓW 


F — figury mielinowe V — wakuole 
G — struktury Golgiego Z, — ziarnistości pozbawione 
M — mitochondria rdzenia 
N — jądro komórkowe Ze — ziarnistości zawierające 
Re — retikulum rdzeń 
endoplazmatyczne 
PESIOME 


Ilpoagau43HMpoBaH mpoyecc NOABJIEHKA ALUKĄOQMIBHbBIX PrDaHyJOHMTOB B KOCT- 
HOM MO3Te KDBICBI BO BpeMA OCTDOTO OTDABHEHHA TEPOMUKAOM 2,4-D. B pa3BHBalo- 
HIMXCH M COZSPEBUIMX knerkax o6nHapyzxeuo HAJKUME MHOTOUHCHEHHBIX CharonuTap- 
HBIX BaKyOJei Yka3bIBaeT STO Ha hauano IIpOHNeCCOB, CBAJAHHBIX C (CDATOLMTO30OM 
M BHYTDUKNETOUHBIM NMIMEBApEHKEM. B npenenax BAKYOJM OGHapyKeHO HAAMUME 
MaTepuana, IIpOABJSIOIHerO II0JIOOKMTeJIbHylO DEAKNMIO Npn Hannu MHENONEDOKCH- 
Hasbl. Dror chakr, a TAKKE N3MEHĈHHBIĤ MOD(DOJNOTMUECKUŬ Bun nepokxcunaso-nonq- 
IKUTEJIBHOŃ 3epHMCTOCTM, NMINĈHHOĤ kOnnen TĈMHOTO BENMIECTBA, MOJKET YKAZDBI- 
Barp Ha yuacTMe BbBILIeyNOMAHYTBIX ODTAHEJA B HNMINEBADHTEABHBIX NIPOKECCAX 
B npegenax cdarouutapHbix Bakyonen. 


SUMMARY 


Formation of eosinophiles in the marrow of the rat was analysed in acute 
poisoning with herbicide 2,4-D. The presence of a large number of phagocytic 
vacuoles was found in developing and mature cells. The appearance of the phago- 
cytic vacuoles points out to an initiated process related both with phagocytosis 
and intracellular digestion. Within the area of the vacuoles the presence of myelo- 
peroxidase was observed. Both the presence of myeloperoxidase as well as a chang- 
ed morphological picture of peroxidaso-positive granules, without the core, can 
suggest that the organelles take part in the digestion process within the phagocytic 
vacuoles. 


EXPLANATION TO FIGURES 


Fig. 1. Experimental group I. A myeloblast. Peroxidase activity in the endo- 
plasmic reticulum and the Golgi complex. Magn. 25 000X. 
Fig. 2. Experimental group I. A myelocyte. Peroxidase activity in the granules. 
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In the granules with the core peroxidase activity is observed only within the 
granule except the core. Magn. 25 000X. 

Fig. 3. Experimental group II. A myelocyte. Magn. 42000X. 

Fig. 4. Experimental group II. A myelocyte. Peroxidase activity in the gra- 
nules. Magn. 25 000X. 

Fig. 5. Experimental group III. A myelocyte (to the left), a metamyelocyte (to 
the right). Magn. 20 000X. 

Fig. 6. Experimental group III. A myelocyte, Peroxidase activity in the phago- 
cytic vacuoles. Magn. 20 000X. 

Fig. 7. Experimenta! group III. A myelocyte. Peroxidase activity in the granules. 
Magn. 20 000X. 

Fig. 8. Experimental group III. A myelocyte. Magn. 33 000 X. 


EXPLANATION TO THE SYMBOLS 


F — myelin figures Re — endoplasmic reticulum 

G — Golgi complex V — vacuoles 

M — mitochondria Z, — granules without the core 
N — nucleus ; 22 — granules with the core 
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